























CO2  overpressure  on  esters  metabolism  with  the  proteins  related  in  these  yeast  strains,  to 














Sparkling wine  is an ancient beverage  appreciated  for  its unique  and pleasant  taste. This  is 
attributed  to  aroma  compounds  that  are produced during  fermentation, highlighting  the  higher 
alcohols and esters. Esters are the primary source of fruity aromas and extremely important for the 
flavor profile of the wine. The main pathway that leads to the formation of aroma compounds that 




in yeast  species  [1]  that  include more  than  2000 yeast  species;  some of  them have different  and 
potentially interesting yeast species for the food and beverage industries [2]. 
Over  the years, attempts have been performed  to determine  the biochemical mechanisms of 
formation of volatile sparkling wine compounds during the first and second fermentation [3–5]. The 
formation of esters during fermentation is a dynamic process [6]. Particularly, the concentration of 
esters produced depend on  the yeast strain  [7–12],  fermentation  temperature  [13,14],  the material 
insoluble in the must [11,15], winemaking methods [16–19], pH [20], the amount of SO2 [11,21], the 
amino  acids  present  in  the must  [11,22,23],  the  glucose  and  dissolved  oxygen  [24], malolactic 















and Atf2p  in acetate ester  synthesis  is clear, however,  the  role of Eth1p and Eeb1p  in ethyl ester 
synthesis needs to be more accurately defined. The synthesis of acetate esters in S. cerevisiae occurs 
during the fermentation and it is highly associated with lipid metabolism and yeast growth. These 
compounds  are  synthesized  in  the  cytoplasm  as  result of  reactions  catalyzed by  acyl  transferase 
enzymes,  in which  Acyl‐CoA  is  required  as  a  co‐substrate. Most  of  the  required  Acyl‐CoA  is 
generated by oxidative decarboxylation of pyruvate, giving rise to Acetyl‐CoA, while the rest of Acyl‐
CoA is formed by the acylation between fatty acids and free coenzyme A (CoA). In the absence of 





of  hydrolase  enzymes  that  catalyze  the  breakdown  of  esters  or  prevent  their  formation  [8,29]. 






aroma  compound profile  of P29  and G1.  Specifically, we  focused  on  the  esters  because  of  their 
positive impact on the organoleptic properties and provide, for the first time, the proteins involved 
in  their metabolism and a metabolome–proteome  relation during  the  second  fermentation  in  the 
production of sparkling wine (cava wine). The use of unconventional yeast strains to produce new 
or improved fermented beverages, such as sparkling wines, is an interesting approach according to 
several authors  [12,34–36]. The use of a  flor yeast  for  the production of sparkling wine would be 
interesting due  to  its high  tolerance  to  ethanol or  its  adhesive properties  that  facilitate  its better 
recovery in the “degüelle” phase, making the flor yeast ideal for a second fermentation in the bottle. 


















was  reached,  the  yeast  cells were  inoculated  into  bottles  for  the  run  along with  a  standardized 










the  condition without pressure were  closed with a perforated  shutter,  constituting  the  condition 
without CO2 pressure, P (‐). During the process, the following samples were taken: a) at the beginning 
of  the  inoculation  in  the base wine, BW; b)  in  the middle of  the  second  fermentation, MF  (3 atm 
pressure); c) at the end of the second fermentation, EF (6.5 atm). At the same time, samples of the 






The  detection  of  volatile  compounds  in  wine  is  based  on  the  different  physico‐chemical 
properties such as volatility or solubility  in different organic phases. Majority compounds do not 
need to be pre‐concentrated beforehand, since they have a high enough concentration to be detected. 
Ethyl acetate and ethyl  lactate were detected using  the direct  injection method  in an Agilent 6890 
Series II gas chromatograph equipped with a fused silica capillary column CP‐WAX 57 CB  (60 m 











than 10 mg/L,  that need  to be extracted and concentrated  in order  to detect  them. These volatile 
compounds are called minority compounds and were  identified using  the SBSE  (stir bar sorptive 
extraction), followed by thermal desorption and gas chromatography coupled to a mass spectrometer 
(SBSE‐TD‐GC‐MS).  The  SBSE‐TDU‐GC‐MS  analytical  platform  consisted  of  an  Agilent‐7890ª 
chromatograph,  a  MSD  5975  mass  detector  (Agilent  Technologies),  and  the  Gerstel  thermal 
desorption unit (TDU) coupled to a CIS‐4 injection system. Agilent and an HP‐5 capillary column 30 








silica capillary column  (30 m x 0.25 mm)  from Agilent Technologies  (Wilmington, DE, USA). The 















replica  was  loaded  into  the  tray  of  the  well  of  the  OFFGEL  3100  fractionator  from  Agilent 
Technologies.  Previously  the  protein  samples were  solubilized  in  Protein OFFGEL  fractionation 
buffer  containing  urea,  thiourea, DTT,  glycerol,  and  buffer with  ampholytes.  The  aliquots were 





  BW  MFP (‐)  EFP (‐)  MFP (+)  EFP (+) 
G1 strain  1.5x106 ± 0  3.71x106 ± 2.3x105  7.12x105 ± 1.2x105  2.87x106 ± 4.9x105  3.5x103 ± 7.07x102 







were  collected, and  their  identification was  carried out. For  identification, protein  fractions were 
analyzed on a LTQ Orbitrap XL mass spectrometer equipped with a nano LC Ultimate 3000 system 
at  the Central Research Support Service  (SCAI) of  the University of Cordoba. Proteins have  to be 
digested with trypsin, previously. For this, 20 mM dithiothreitol in 25 mM ammonium bicarbonate 
(AB) incubated for 20 min at 55 °C was added to the sample to work under reducing conditions. The 








Orbitrap  selection  and  provided  60,000  full widths  at  a maximum  average  resolution with  the 
acquisition of three CIDs dependent on the MS/MS scanned data in the LIT for the peptide sequence, 
followed by three scanned HCD MS/MS data (100‐2000 m/z) with resolution 7500 FWHM m/z 400 for 






Finally,  the proteins  identified were quantified  following  the Exponentially Modified Protein 
Abundance Index, EmPAI, a method described by Ishihama et al. (2005) [42]. 
2.4. Statistical Analysis 



















A  total  of  20  esters were  identified;  15 were  identified  in  both  strains,  however,  the  ethyl 















  BW  MFP (‐)  EFP (‐)  MFP (+)  EFP (+)  BW  MFP (‐)  EFP (‐)  MFP (+)  EFP (+) 
Methyl 
acetate 
0.071a±0.008  0.132b±0.004  0.257d±0.006  0.140b±0.001  0.18c±0.03  0.071a±0.008  0.25b±0.09  0.22b±0.03  0.32b±0.05  0.30b±0.03 
Hexyl 
acetate 
0.256d±0.007  0.124ab±0.003  0.102a±0.004  0.144c±0.003  0.122bc±0.002  0.256c±0.007  0.23ab±0.02  0.23b±0.01  0.20a±0.04  0.22a±0.02 
Phenylethy
l acetate 
0.76c±0.02  0.41a±0.03  0.411a±0.009  0.51b±0.04  0.49b±0.03  0.76ns±0.02  0.84ns±0.06  0.82ns±0.05  0.79ns±0.08  0.81ns±0.07 
Ethyl 
acetate 
19.9b±0.8  12a±3  20.2b±0.9  13.9a±0.4  14b±4  19.9ns±0.8  21ns±3  21.69ns±0.02  21.4ns±0.7  22ns±5 
Isoamyl 
acetate 
6.1c±0.7  2.50a±0.01  2.4ab±0.4  2.23a±0.02  2.2b±0.8  6.1b±0.7  5.8b±0.4  4.7b±0.4  5.1ab±0.3  5.1ab±0.5 
Isobutyl 
acetate 




















































0.187c±0.005  0.129b±0.003  0.173c±0.004  0.0687a±0.0002  0.130b±0.001  0.187ns±0.005  0.17ns±0.03  0.19ns±0.01  0.21ns±0.06  0.20ns±0.01 
Ethyl 
decanoate 
0.66d±0.01  0.56c±0.03  0.35b±0.02  0.67d±0.02  0.23a±0.01  0.66ns±0.01  0.65ns±0.02  0.64ns±0.03  0.69ns±0.01  0.5ns±0.2 
Ethyl 
butanoate 





n.f.a  0.771b±0.002  0.86c±0.03  0.78b±0.01  0.85c±0.03  n.f.  n.f.  n.f.  n.f.  n.f. 
Ethyl 
lactate 
n.f.a  n.f.a  45c±2  n.f.a  31b±5  n.f.  n.f.  n.f.  n.f.  n.f. 
Ethyl 
octanoate 
























  BW  MFP (‐)  EFP (‐)  MFP (+)  EFP (+)  BW  MFP (‐)  EFP (‐)  MFP (+)  EFP (+) 
Atf1p  n.f.a  n.f.a  0.032b±0.005  n.f.a  n.f.a  n.f.a  0.004b±0.002  n.f.a  n.f.a  n.f.a 
Atf2p  n.f.a  n.f.a  n.f.a  0.011b±0.003  n.f.a  n.f.  n.f.  n.f.  n.f.  n.f. 
Eht1p  0.007b±0.001  n.f.a  n.f.a  n.f.a  n.f.a  n.f.a  0.022b±0.001  n.f.a  n.f.a  n.f.a 
Eeb1p  n.f.  n.f.  n.f.  n.f.  n.f.  0.012b±0.004  n.f.a  n.f.a  n.f.a  n.f.a 








The esters were classified  into 6 acetate esters  (ethyl acetate, methyl acetate,  isobutyl acetate, 






heatmap  (Figure 1).  In  this way, a general and  integrated view of  the metabolome and proteome 
involved in this process is obtained, allowing a first approach. Figure 1A showed how hexanoic acid 
or dodecanoic acid, as well as ethyl hexanoate, were present in higher concentrations in the G1 strain. 




understudy  conditions  and  in  the P29  strain. As  for  the proteins,  the proteins Eht1p  and Atf1p 
showed  a  high  concentration  in  the  P29  strain  in  the middle  of  the  second  fermentation  in  the 
condition without CO2 pressure, suggesting a possible relationship between them. Eht1p was also 
important in the P29 strain in the no‐pressure condition, although the metabolites associated with 
this  strain  did  not  reduce  its  concentrations  as would  be  expected  since  there  is  a  degradation 
enzyme. Finally, the Eeb1p enzyme showed a high content in the base wine of the P29 strain. A joint 
analysis of  the heatmap data  for both G1 and P29  strains  showed  that compounds  such as ethyl 
tetradecanoate,  tetradecanoic  acid,  2‐methyl  ethyl  octanoate,  or  ethyl  hexadecanoate  showed 
considerable concentrations, regardless of the strain. Other metabolites such as ethyl butanoate or 













In  the condition without CO2 overpressure,  the metabolomic profile obtained  for  the acetate 








produced  in  high  amounts  in  both  strains  (20–22  mg/L).  Isoamyl  acetate  (2–5  mg/L)  and  2–
phenylethyl acetate  (0.40–0.86 mg/L) constituted  the  following  important ester compounds  in  the 
sparkling wines analyzed [28]. 
With respect to the proteins involved in the synthesis and degradation of these compounds, the 
behavior was  different  in  each  strain  (Table  3  from  Supplementary  Table  3).  The  protein  that 
presented the highest protein content was Iah1p in both strains. In flor yeast, both proteins (Atf1p 
and Iah1p) were identified, Atf1p being the one that presented higher protein content at the end of 
the  second  fermentation  (0.032 mol%). The  correlation  analysis  (Figure  2A)  showed  a measured 





shown  in Figure  2B  for Atf1p,  it was observed  that  there was no  significant  correlation  and  the 
correlations obtained for Iah1p were close to zero, and no significant correlation could be established. 
It would be interesting to highlight the correlation obtained between an acetate ester synthesis 
protein with an  ethyl  ester  in  flor yeast. The  correlation  analysis  (Figure 2A) presented  a  strong 
correlation between Atf1p and ethyl lactate (0.999). During the course of the fermentation, the content 




previously  reported  as  a  good  marker  of  aging  [52].  This  increase  is  very  interesting  and  it 
differentiates the behavior of this yeast compared to the P29 strain. On the other hand, a strong and 






Meanwhile,  in  the CO2  overpressure  condition,  the metabolic  behavior  of  both  strains was 
different. In the P29 strain, there was an increase in the concentration of methyl acetate and isobutyl 
acetate  in MF,  remained unchanged at  the end, EF.  In  the  flor yeast, a significant decrease  in  the 
amount  of most  acetate  esters was  observed during  the  second  fermentation,  except  for methyl 













for  hexyl  acetate  and  phenylethyl  acetate, whose  amount was  greater  in  the  CO2  overpressure 
condition. However, with  regard  to  the proteins, greater differences were  found  in  terms of CO2 
overpressure, since Atf1p was not identified in both strains (Table 3 from Supplementary Table 3). It 
seems that the synthesis of this protein could be repressed due to the overpressure to which yeasts 


















No ethyl 2‐methyl butanoate and 3‐methyl butanoate ethyl were  identified  in  flor yeast  (G1 
strain). The concentration of 6 ethyl esters decreased during the second fermentation. In addition, the 
concentration of the rest of esters increased significantly. On the other hand, in the P29 strain, ethyl 








yeast, Eht1p was  identified  in  the base wine and  Iah1p decreased  its protein  content during  the 
second fermentation and it was not identified in EF. In contrast, in the P29 strain, Eht1p was identified 
only in MF, Eeb1p in the base wine, and the content of Iah1p decreased in MF but increased in EF. 
Such  as  the  study  of  acetate  esters,  a  correlation  analysis  was  performed  in  order  to  identify 
correlations between proteins  and  ethyl  esters.  It was possible  to  establish  in  this  case  a greater 
number  of  correlations  in  the  flor  yeast  (Figure  2A);  for  Eht1p,  the  strongest  and most  direct 
correlations were with ethyl isobutanoate (0.755), ethyl butanoate (0.730), and ethyl octanoate (0.756). 









whereas  in  the P29 strain only  its concentration of ethyl dodecanoate and ethyl heptanoate were 
affected. The CO2 overpressure could be affecting the amount of ethyl heptanoate in EF, causing a 
decrease. The major difference observed in the flor yeast in the CO2 overpressure condition was with 







ethyl  esters  for  the  yeast was  less  than  in  the  previous  condition.  In  flor  yeast, Eht1p  could  be 
correlated with ethyl octanoate (0.668) and Iah1p with ethyl hexanoate (–0.765) (Figure 3A). In the 
P29 strain, it could only be related to Eeb1p with ethyl butanoate (0.999) (Figure 3B). 


































  BW  MFP (‐)  EFP (‐)  MFP (+)  EFP (+)  BW  MFP (‐)  EFP (‐)  MFP (+)  EFP (+) 
Hexanoic acid  0.137a±0.005  0.203b±0.006  0.20b±0.02  0.26c±0.03  0.26c±0.01  0.137a±0.005  n.f.  n.f.  n.f.  n.f. 
Octanoic acid  12.67a±0.06  18b±2  28cd±1  26c±1  28.4d±0.2  12.67a±0.06  31b±2  32b±1  31b±3  35b±2 
Decanoic acid  0.91a±0.03  2.02b±0.01  2.7c±0.3  3.2d±0.1  3.22d±0.06  0.91a±0.03  3.2b±0.4  3.3b±0.4  3.0b±0.1  3.6b±0.5 
Tetradecanoic 
acid 
0.814a±0.002  0.93c±0.01  0.86b±0.01  0.871b±0.006  0.863b±0.003  0.814a±0.002  0.11a±0.03  0.17b±0.01  0.119a±0.004  0.1a±0.1 
Dodecanoic 
acid 








































capacity  of  cell–cell  adhesion.  These  results  suppose  a  first  approximation  in  the  search  of 
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